=> s DD285992/pn 

LI 1 DD285992/PN 



=>dl- 

YOU HAVE REQUESTED DATA FROM 1 ANSWERS - CONTINUE? Y/(N):y 

LI ANSWER 1 OF 1 WPINDEX COPYRIGHT 2005 THE THOMSON CORP on 
STN 

ACCESSION NUMBER: 1991-164850 [23] WPINDEX 
DOC. NO. CPI: CI 99 1-07 1377 

TITLE: Electrical fusion of myeloma and antigen-stimulated cells 

- isolated by selective attachment to antigen bonded to 
carrier, deposited on one electrode of the fusion appts.. 

DERWENT CLASS: B04D16 

PATENT ASSIGNEE(S): (DEAK) AKAD WISS DDR MOLE; (POLY-N) INST 
POLYMERENCHEMIE 
COUNTRY COUNT: 1 
PATENT INFORMATION: 

PATENT NO KIND DATE WEEK LA PG 



DD 285992 A 19910110(199123)* <-- 
APPLICATION DETAILS: 

PATENT NO KIND APPLICATION DATE 



DD 285992 A DD 1989-331001 19890720 



PRIORITY APPLN. INFO: DD 1989-331001 19890720 

AB DD 285992 A UP AB: 19930928 

Cell fusion process comprises introducing various cells (or cell mixts.) 
into a weakly conducting, isotonic aq. soln. between 2 parallel plate 
electrodes, application of a high-frequency electric alternating field 
(dielectrophoresis), then application of a high d.c. voltage impulse, and 
recovery of the fused cells. The new feature is that, before introduction 
between the electrodes, a cell mixt. contg. stimulated cells is deposited 
on a flat carrier to the surface of which are covalently bonded antigens 
(Ag) used for the cell stimulation so that the stimulated cells become 
fixed by interaction between cell membrane receptors and immobilised Ag. 
Non-fixed cells are removed by rinsing (without loss of fixed cells) then 
the carrier is placed between the electrodes. Myeloma cells are applied at 
high density to the carrier, brought into membrane contact with the fixed 
cells by sedimentation and application of a high-frequency a.c. field, 
then the 2 types of cell fused by application of the a.c. field and d.c. 



pulse. Non- fused myeloma cells are removed from the carrier by rinsing 
(without loss of fused cells), then fused prods, transferred to a growth 
medium outside the fusion appts. 

USE/ AD VANTAGE - To make hybridomas for use in gene or immune 
technology, or for prodn. of therapeutically useful antibodies. 
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(55) Zellfusionsverfahren; Elektrofusion; Hybridomtechnik; Flachentriger; Immobilisierung, selektiv 
(57) Es wird ein Zellfusionsverfahren zur Fusion im elektrischen Feld dargestellt. Das Verfahren ist fur die 
Biotechnologie, fnsbesondere die Hybridomtechnik und die Medizin anwendbar. Die erfindungsgem§Be Verwendung 
eines Flachentragers zur antigenspezif ischen Immobilisierung von Zetlen aus einem Zellgemlsch, zur Durchfuhrung 
der Elektrofusion und zur Kultivierung der fusionierten Zetlen ermoglicht eine hohe Ausbeute und eine einfache, 
nchnelle Durchfuhrung des Verrahrens. 
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PatentansprOche: 

1 . Zellfusionsverfahren, bestehend a us dem Einbringen verschiedener Zellen odar Zellgamische in 
eiher schwach leltffihigen, isotonen, wfiBrlgen LGsung zwischen zwei parallels Plattenelektroden, 
dem Anlegen eines hochfrequenten elektrischen Wechselfeldes (Dielektrophorese), dem 
anschlleSenden Anlegen eines hohen elektrischen Gleichspannungsirnpulses und der Gewinnung 
der fuslonlerten Zellen, dadurch gekennzelchnet, daB eln Zellgemlsch mit stlmulierten Zellen vor 
dem Einbringen zwischen die Plattenelektroden auf einen Flfichentrfiger gegeben wird, an dessen 
Oberf Ifiche die zur Zellstimulierung verwendeten AntlgenmolekQIe kovalent gebunden sind, die 
stlmulierten Zellen Qber die Wechselwirkung zwischen Zellmembranrezeptoren und den 
trfigerfixierten Antigenmolekulen spezifisch am Flfichentrfiger gebunden warden, die 
nichtgebundenen Zellen durch Spulen vom Flfichentrfiger entfernt werden, ohne die gebundenen 
Zellen abzu!6sen, der FlSchentrfiger mlt den gebundenen, stimulierten Zellen zwischen die 
Plattenelektroden eingebracht wird, Myelomzellen in hoher Dichte auf den Flfichentrfiger gegeben 
werden, die Myelomzellen durch Sedimentation und unter zusfitzlicher Einwirkung eines 
angelegten hochfrequenten elektrischen Wechselfeldes mit den am Flfichentrfiger gebundenen, 
stlmulierten Zellen in Membrankontakt gebracht werden, die Zellpfirchen durch ein hochfrequentes 
elektrisches Wechselfeld und einen anschlleSenden hohen Gleichspannungsimpuls in an sich 
bekannter Weise fusioniert werden, der Flfichentrfiger durch eine SpQIung von den uberf lussigen, 
nlcht fuslonlerten Myelomzellen befrelt wird, ohne dia gebundenen Fusionsprodukte abzul6sen 
und diese Fusionsprodukte mit dem Flfichentrfiger auBerhalb der Fusionsvorrichtung zur 
KultMerung im Wachstumsmedium Oberfflhrt werden. 

2. Zellfusionsverfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB als Flfichentrfiger eine 
Zellulosemembran verwendet wird die durch vollstandige alkalische Hydrolyse aus 
konventloneller Acetat-(2 Vz-)Memb/an hergestellt wird, einen Restacetylgehalt von weniger als 1 % 
besitzt und deren Dicke zwischen 100 und 500pm, vorzugsweise 150 bis 250pm betrfigt. 

3. Zellfusionsverfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzelchnet, daB ein Flfichentrfiger 
verwendet wird, der poros 1st, die Poren kleiner als 100nm slnd und der Porenabstand klein 
gegenOber dem Durchmesser der stimulierten Zellen 1st 

4. Zellfusionsverfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB der Flfichentrfiger, auf dessen 
OberflfichediezurZellstimulierung verwendeten AntlgenmolekQIe kovalont gebunden sind, vor der 
kovalenten Binding durch solche chemiscchon Mittel aktlvlert wurde, die kelne zusfitzlichen 
positiven Festladungen an der Oberf ifiche des Flfichentrfigers erzeugen. 

5. Zellfusionsverfahren nach AnsprOchen 2 und 4 oder 2, 3 und 4, dadurch gekennzelchnet, daB als 
chemische Mittel zur Aktivierung des Flfichentrfigers Natriumperjodat oder 
Chloramel8ensflurenorbonyiester verwendet werden. 

6. Zellfusionsverfahren nach AnsprOchen 2 oder 5, dadurch gekennzelchnet, daB als Im Zellgemlsch 
befindliche stimulierende Zellen B-Lymphozyten verwendet werden, die mit Antigenmolekulen 
stimuliert wurden und Ober Wechselwirkungen zwischen den Membranrezeptoren der stimulierten 
Zellen und den kovalent an den Flfichentrfiger gebundenen Antigenmolekulen an den Flfichentrfiger 
fixiert wurden. 



Anwendungsgeblet der Erffndung 

Oie Erfindung i»t uut dem Gebiet dor Biotechnologies Insbesondere der Gen- und Iminuntechnlk, und zur Schaffung der 
Voreussetzur^en fOr Antikdrper-Therapien in der Medizin anwendbar. 



Charakteristlk dea bekannten Standea der Technlk 

Bel den bekannten Fualonsverfahren werden die Fuslonspartner gemeinsam suspendiert, durch mechanlsche oder elektrische 
Krfifte (Zentrifugallon oder Dielektrophorese) in einen Zustand innigen Zell-Zell-Kontaktes veraetzt und durch chemische Stoffe 
oder elektrische Felder miteinander fusioniert. Art und Haufigkeit der entstehenden Fusionsprodukte unterliegen dem Zufall. Die 
Ausbeute an interossierenden Fusionsprodukten 1st gering, insbesondere wenn elner der beiden Fuslonspartner Im Zeligemisch 
nur In gerlnger Konzentration vorhanden 1st («. B. antigenspezifisch stimulierte B-Lymphoiyten In einem Leukoiytengemlsch). 
Die inteiessierenden Fusionsprodukte werden mit Hilfe von Selektlonsmedium aus dem Zellgemlsch isoliert. Dieser Vorgang 1st 
langwierig und verrlngert auQerdem die Vltalitat der Zelihybride. Die in DE 3505 147 angegebene technische Ldsung ersetzt die 
rein zufdlligen Paarungen durch eine getrennte Fixiorung der Fuslonspartner U. B. der Myelomzellen und der Leukozyten) auf 
zwel Flfichentrfigern, die mechanlsch aufeinander zu bewegt werden, bis es zum Zell-Zell-Kontakt kommt. Nachfolgend wird die 
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Zellfuslon etektrisch Induzlert. Dlo Interessierenden Fuslonsprodukte (f .B, Hybrldome) mQssen allerdlngs ebenfalls mittels 
Selektiontmediums (sollert wer den, da i. B. olne Separlerung der atimulierten B-Lymphozyten aus einem Leukozytengemlsch 
vor der Fusion bet dlesem Verfahren nlcht m&gllch 1st. 



Zlel der Erflndung 

» 

Da « Zlel der Erflndung 1st, bei einem Zellfuaionsverfahren Arbeitazelt und Setektionsmaterial eiruusparen und einen effektiveren, 
brelteren Elnaatz der Hybridomtechnik fflr die biotechnologlache Produktheratetlung zu ermdglichen. 



Darlegung des Wesensder Erflndung 

Die Aufgabe der Ei findung besteh'* darin, ein Verfahren zu finden, mit deasen Hilfe die Ausbeute der etektrisch induzierten 
Zellfuslon bei der Hybridomtechnik geateigert wlrd und die weltere Kultivierung der Hybrldome elnfach und effektiv 1st; 
Insbeaondere soil der Anteil an Fuaionsprodukten aus einer Myetomzelle und einem antlgenspezifisch stlmulierten 
B-Lymphozyten erhAht warden. Erfindungsgemfl B wlrd die Aufgabe dadurch getdst, daB z. B. ein Leukozytengemlsch mit 
antlgenspezifisch stlmulierten B-Lymphozyten auf einen Flfichentrfiger gegeben wlrd, deasen Oberflfiche chemisch aktiviert 1st 
und an der die zur Stlmulierung verwendeten Antigenmo lekOle kovalent gebunden aind. Die stlmulierten Zellen werden durch 
die Wechaetwirkung zwischen den Zellmembranrezeptoren und den trfigerfixierten AntlgenmolekQIen spezifisch urn 
Flfichentrfiger gebunden. Die reetlichen Zellen werden durch SpOlen entfernt Die chemischen AktMerungsmlttel dQrfen am 
Flfichentrfiger zu keinen zusfitzlfchen posltlven Featladungen fuhren, damit die unspezifische Bindungsffihigkeit f Or Zellen gering 
blelbt. Die porose Struktur des Flfichentrt gers ermoglicht eine lonenleit f flhigkelt in Rlchtung der Flflchenno r m ale n, so da S ein (n 
dieser Rlchtung any elegt es elektrf sches Fetd auf die trfigerfixierten Zellen In nahezu gleicher Weise wtrkt wie euf suspendierte 
Zellen In Abweaenhelt dea Flfichentrfl gers. Der Durchmesser und der Abstand der Poren aind klein gegenOber dem Durchmesser 
der Zellen. Dadurch wlrd elne unapezlflsche Festsetzung der Zellen verhlndert und darOber hinaua bei elner Dlcke dea 
Flfichentrfigera kleiner ata 600pm elne fast vditige Nutzung der trfigerfixierten, atimulierten Zellen fOr die Zellfuslon errelcht. Die 
erfindu ngsgemaOe Mlndestdlcke dea Flfichentrfigera von tOOum ermdglicht in alien Verfahrensschritten elne gute Handhabung. 
Nach dem SpOlen wlrd der Flfichentrfiger mit den gebundenen, atimulierten Zellen auf die untere Elektrode elner horlzontalen 
Parallelplattenanordnung gelegt und mh einer dlchten Myelomzellensuspension Oberachlchtet. Die obere Plattenelektrode wird 
der unteren bis zum Kontakt mit der Myetomzellsuspension genfihert. Er findu ng sg em 8G 1st es nlcht notwendig, e u en besonders 
kleinen Abstand der Platten elektroden efnzustellen, da die Myelomzellen auf dem Flfichentrfiger sediment leren. Die hohe 
Myetomzelldlchte und ein zusfitzlich angelegtes elektrisches Hochfrequenzfeid gewfi hrlelsten, daB nahezu alio 
trfigergebundenen Zellen mit einer Myelomzelle In Membrankontakt gelangen. Die etektrisch Induzierte Fusion erfolgt in 
allgemeln bekannter Weise. Durch elne SpQIung werden die Oberf IQssigen, nlcht fuslonierten Myelomzellen vom Flfichentrfiger 
entfernt, so daB nur die trfigergebundenen Fuslonsprodukte verbleiben. Sle werden mit dem Flfichentrfiger zur Kultivierung Im 
Wochstumsmedium OberfOhrt. 

GegenOber bekannten Verfahren verknOpft das erfindu ngsgemfiBe Verfahren elnfach und vorteilhaft die etektrisch Induzierte 
Zellfuslon mit einer Vorselektion der antlgenspezifisch stimullerten Zellen. 

Das erfindungsgemfiGe Verfahren zelgt seine Vorteile besonders dort, wo die Konzentratlon der atimulierten Zellen Im 
Zellgemisch gering ist. Ein welterer Vorteil besteht darin, daB der chemisch aktivierte Flfichentrfiger unter bekannten 
Bedingungen (feucht, steril) lagerungsffihlg und verschickbar Ist. Dies ermdglicht elne schnelle Fusion und Kultivierung am Ort 
derQewinnungdesZellgemlsches. . 



AusfOhrungabelsplel 

Die Milzzellen einer mh HSA Immunislerten Maus (Balb/c) werden von Erythrozyten befreit (Ficoll-Visotrast-Gradient mit 
1,08g/cm'), zweimal In PBS gewaschen und in PBS resuspendiert IZelldichte lOVpl). 25 pi der Milzzellsuspenslon werden auf 
einen chemisch aktiyierten und mit HSA-MolekOlen gekoppelten Flfichentrfiger von 144 mm 0 und 0,2mm Stfirke geschichtet 
(Typ UF60, Institut fOr Polymerenchemle der AdW der DDR, Teltow-Seehof) und 30 Minuten In einer feuchten Kammer bei 37*C 
Inkublert. Die chemlsche Aktlvlerung erfolgt mit einem Chlorameisensfiurenorbornylester und die HSA-Kopplung In Boratpuffer 
pH8,3 mit 1 pg HSA/ml. Der mit Milzzellen beschichtete Flfichentrfiger wlrd in PBS gespOlt, bis nur noch die antlgenspezifisch 
stimullerten B-Lymphozyten gebunden bteiben. Der Flfichentrfiger wird in eine isotone, lonenarme Fusionsldsung OberfOhrt 
(•pezifische Leitffihigkeit 1 80pe/cm) und auf die untere Plattenelektrode der Fusionskammer gelegt. Auf den Flfichentrfiger 
werden 30ul Myelomzellsuspenslon geschichtet (1 ,5 • 1 0 a Zellen In lonenarmer Fusionsldsung), und die obere Plattenelektrode 
wlrd der unteren auf einen Abstand von 0,5 mm genfihert. An die Plattenelektroden wird 3 Minuten lang oin schwaches, 
hochfrequentes elektrisches Wechselfeld angetegt (!e IHz, 12V). FOr 2 Sekunden wird die elektrische Spannung auf 35V 
geateigert und unmlttetbar darauf der elektrische Fus'onsimpuls epptiziert (30 V, 8 ps) . Der Flfichentrfiger wird der 
Fusionskammer entnommen, mit 30 pi Wachstumsmedium Oberachlchtet und 10 Minuten In einer feuchten Kammer inkublert 
(37*C, 8% C0 2 ). Durch SpOlen mit Wachstumsmedium werden die nlcht fuslonierten Myelomzellen vom Flfichentrfiger entfernt. 
Die trfigerfixierten Fuslonsprodukte werden in 1 ml Wachstumsmedium (RPMI + 15% US) kuttivlert. Die Reklonlerung und die 
Analyslerung der KulturOberstflnde zelgen, daB naheiu alle Zellklone HSA-spezifische AntikOrper produzieren. 



